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(Toll-like receptor 4) を刺激することで炎症応答を惹起する。本研究において，シロスタゾー
ルの抗炎症分子機構を明らかにするために，LPS で刺激されたマウス由来のマクロファージ




1. RAW264.7 細胞において LPS を含む種々の TLR リガンド(Poly-(I:C): TLR-3 ligand, 
Pam3CSK4: TLR-1/2 ligand, PGN: TLR-2 ligand)を処置後，6 時間において NF-κB に
よる炎症性サイトカイン mRNA 発現の増加(IL-1β,  IL-6, TNF-α,  MCP-1)に対する， 
シロスタゾール(0~100μM)の効果リアルタイム PCR により評価した。 
2. LPS(1μg/ml)を処置後，24 時間における炎症性サイトカイン産生に対するシロスタ
ゾール(100μM)の効果を ELISA 法(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)により評
価した。 
3. LPS(1μg/ml) と  Poly-(I:C)(50μg/ml)  を 処 置 後 ， 6 時 間 に お け る 転 写 因 子
IRF3(Interferon regulatory factor 3)を介した IFN-β,  IP-10, RANTES の mRNA 発現に
対するシロスタゾールの効果をリアルタイム PCR により評価した。 
4. LPS と Poly-(I:C)で誘導されたNF-κB の転写活性化に対するシロスタゾールの効果
をルシフェラーゼアッセイ法により評価した。 
5. LPS を処置後の各時間帯において，IκBα の分解に伴う NF-κB の核内移行に対する
シロスタゾールの効果をウエスタンブロット法により評価した。 
 6. LPS を処置後の各時間帯における p-38, JNK, ERK のリン酸化レベルに対するシロ
スタゾールの効果をウエスタンブロット法により評価した。 
7. LPS を処置後， 2 時間で誘導された IL-6 と TNF-α のプロモーター領域における
NF-κB の DNA 結合活性に対するシロスタゾールの効果をクロマチン免疫沈降法
により検討した。 
8. LPS を処置後， 6 時間における炎症性サイトカイン mRNA 発現の増加に対する
DB-cAMP（ Dibutyl-cAMP:  cAMP の類似化合物）とアデノシンの効果をリアルタイ
ム PCR により評価した。 
9. シロスタゾール(50 and 200mg/kg)を雄性 BALB/c マウス(8~12 週齢)に 7 日間，強制
経口投与を行った。そして， LPS(10mg/kg)を尾静脈投与したときの血漿中の炎症
性サイトカイン産生増加や各臓器(肺，肝臓，腎臓)への好中球浸潤および急性肺傷
害に対するシロスタゾールの効果を ELISA 法，ヘマトキシリン・エオシン染色， 
ミエロペルオキシダーゼ染色により評価を行った。 
〔結果〕 
1. マクロファージにおいて，種々の TLR リガンドにより TLR が刺激されると IκBα 
の分解に伴い，NF-κB の活性化が起こる。そして核内に移行した NF-κB が転写活
性化することで， 炎症性サイトカイン産生の誘導が起こる。最初に， 私はマクロフ 
ァ ー ジ に お ける TLR シ グ ナ ル 伝 達に お い て ， 転 写 因 子 NF-κB(nuclear 
factor-kappa B)を介した炎症性サイトカイン産生に対するシロスタゾールの効果
を検討した。種々の TLR リガンドにより NF-κB を介して産生された炎症性サイト
カイン産生増加をシロスタゾールが有意に抑制した。 
2. 次に LPS により刺激された TLR4 シグナル伝達において， NF-κB を介して培地中
に分泌された炎症性サイトカイン産生増加をシロスタゾールが有意に抑制した。 
3. TLR-4 および TLR-3 のシグナル経路において， NF-κB を介さない MyD88 非依存
的 IRF-3 シグナル経路が存在する。シロスタゾールは LPS と Poly-(I:C)により転写
因子 IRF-3 を介した IP-10 ， RANTES の産生増加に対して影響はなかった。この
ことから NF-κB により産生誘導される炎症性サイトカインにおいて， シロスタ
ゾールが抑制効果を示すことが示唆される。また，シロスタゾールは， LPS によ
る IFNβ の mRNA 発現増加において抑制効果を示した。これは IFNβ の mRNA 発
現において NF-κB と IRF-3 の転写活性化が関与している示唆される。 
 4. シロスタゾールは，LPS で誘導される NF-κB の転写活性を有意に抑制した。これ
により， LPS 誘導性炎症性サイトカイン産生を抑制したと示唆される。 
5. シロスタゾールは，LPS で誘導された IκBα の分解と核内における NF-κB の構成
要素の一つである p-65 のタンパク発現において影響しなかった。 
6. LPS により TLR-4 が刺激されることで， 下流の MAPK(Mitogen-activated Protein 
Kinase : p-38, JNK, ERK)のリン酸化により，NF-κB 以外の様々な転写因子が活性化
することが知られている。シロスタゾールは，LPS による MAPK ファミリーのリ
ン酸化レベルに対して影響しなかった。 
7. 項目 1~6 の結果からシロスタゾールの抗炎症効果には，核内に移行した NF-κB の
各種炎症性サイトカインのプロモーター領域への結合活性に対して影響している
と示唆される。クロマチン免疫沈降法を用いてシロスタゾールが，LPS による IL-6 と 




おける cAMP 増加作用やアデノシンの増加作用が， 抗炎症効果とは関係が無いこ
とが示唆される。 
9. 最後に In vivo 実験系においてシロスタゾールの抗炎症効果を評価した。シロスタ




以上の in vitro および in vivo の実験結果より， シロスタゾールの抗炎症作用は，マクロフ
ァージにおける NF-κB の DNA 結合活性を直接抑制することに起因すると考えられる。そ
して，この作用機構は，様々な炎症性関連疾病において炎症進展を阻止する上で有用である
ことが示唆された。 
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た上で，NF-κB の DNA 結合活性低下がその主たる機序であることを示した。またシロス
タゾールはマクロファージ内における他の炎症性サイトカイン産生経路には影響を及ぼ
さないことに加え，従来からシロスタゾールの薬理作用として知られている PDE3阻害や
cAMPの分解抑制作用は，抗炎症作用と直接関連しないことも示した。本研究がシロスタ
ゾールの抗炎症作用の分子機構を明らかにした点には高い新規性と学術的重要性が認め
られ，高く評価できる。よって本審査委員会は本研究を博士（医学）の学位に十分値す
るものと結論した。 
 
